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論文内容要　旨
【目的】
角膜実質は角膜の容積の約9割を占め､主にコラーゲン線経と角膜実質細胞で構成される組織で
ある｡コラーゲン線経は規則正しい密な充填構造をとることで角膜特有の透明性と強度を呈してお
り､角膜実質細胞は主にそのメンテナンスの役割を果していると考えられている｡このような性質
を有する角膜実質に対する移植材料の開発には､ 200年以上も前から様々な素材が試されてきたが､
ホスト角膜融解による移植片の脱落､緑内障等の合併症の問題等の重大な課題を未だに満足に克服
できていない｡現在難治性角膜疾患に対しては主にアイバンク眼移植が施行されているが､これに
もドナー不足･拒絶反応等の課題が残されている｡近年これらの課題を踏まえ､角膜の主成分であ
るコラーゲン分子､特に抗原部を取り除いたアテロコラーゲンを原料とする移植片の開発が注目さ
れている.アテロコラーゲンを主成分とした人工角膜実質開発では､カナダ･ GriffithMらの架橋
コラーゲンゲル(Science1999)の研究が先行しているが､臨床応用の例はなく､力学特性や移植
後の組織統合性等に課題があることが指摘されている｡本研究では生体角膜に存在するコラーゲン
の線維構造に着目し､制御することにより架橋コラーゲンゲルの機能向上を図り､角膜実質移植材
料としての有効性を評価することを目的とした｡
【方法】
角膜と同程度の濃度(lo塊)のブタアテロコラーゲン水溶液と架橋剤(EDC,NHS)とをシリン
ジと3方活栓を用いて混合し､流動を制御しながら形状を形成することでコラーゲンの配向を促し
た｡ゲルの厚みは50-1200〃mのシリコンラバーをスペ-サーとして用いて制御した｡積層ゲルの
作製には同様の手法で作製したゲルの上にスペ-サーの厚みを増した上で同様のコラーゲン形成操
作を繰り返して作製した｡
ゲルの線維配向の評価には偏光フィルター､偏光顕微鏡､電子顕微鏡､小角Ⅹ線散乱を用いた｡
機能評価には引張り強度測定器､紫外可視光透過性測定機を用いた｡生体親和性評価には角膜から
単離した細胞の培養､家兎角膜実質内-の包埋移植を行った｡また､家兎角膜表層-の移植を試み､
臨床応用-の課題を評価した｡
【結果】
コラーゲンと架橋剤を混合した直後は粘度が高いものの流動性を有し､機械的な操作により流動
制御および形状制御をすることができる｡本研究では2種類の放射状の流動､および1種類の同一
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方向-の流動を印可したゲルを作製した｡どのゲルも高い柔軟性と透明性(5 5 0nmで7 5%以上､
厚み400〃m)を有していた｡マクロレベルの配向性を評価するため､偏光フィルターによる解
析を行ったところ､印可した流動に対して平行､もしくは垂直方向にコラーゲンが配向しているこ
とを示唆するデータが得られた｡小角Ⅹ線散乱測定では流動に対して垂直方向-の散乱が得られ､ま
た透過型電子顕微鏡解析では流動方向-の配向を示唆するデータが得られた｡スペ-サーの厚みを
薄くする程マクロレベルの配向のパターンが明瞭になり､また上記のミクロレベルの解析でも異方
性の向上が認められた｡
同一方向に配向させたゲルの力学特性は､線維方向に対して高い引張り強度を示し､線経に垂直
方向には大きな伸びを示した｡線維方向のヤング率はこれまで測定されているヒトの測定結果と同
程度であった｡また､細胞に対しても良好な接着性と増殖性を有し､角膜上皮細胞と角膜内皮細胞
をコンフルエントまで培養できることを確認した｡家兎角膜実質内-の移植では6 0日間良好な透
明性が維持され､血管浸入や移植片の溶解等の問題は起こらなかった｡
角膜表層-の移植を試みたところ縫合に対しては線維方向に脆弱であるといった課題が明らかに
なった｡そこでこの様な脆弱性を改善するため､線維方向が直交関係になる様に制御しながらコラ
ーゲン層や3層積層させた｡すると特定方向-の脆弱性が改善され､家兎角膜-の表層角膜移植も
可能となった｡臨床応用に向けてより詳細な有効性評価と改良が期待される｡
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本論文の研究対象である角膜実質は角膜容積の約9割を占め､主にコラーゲン線経と角膜実質
細胞で構成される組織である｡コラーゲン線経は規則正しい密な充填構造をとって特有の透明性
と強度を呈しており､角膜実質細胞は主にそのメンテナンスの役割を果していると考えられてい
る｡このような性質を有する角膜実質に対する移植材料の開発には､ 200年以上も前から様々な
素材が試されてきたが､ホスト角膜融解による移植片の脱落､緑内障等の合併症の問題等の重大
な課題を未だに満足に克服できていない｡現在難治性角膜疾患に対しては主にアイバンク眼移植
が施行されているが､これにもドナー不足･拒絶反応等の課題が残されているo近年これらの課
題を踏まえ､角膜の主成分であるコラーゲン分子､特に抗原部を取り除いたアテロコラーゲンを
原料とする移植片の開発が注目されているoアテロコラーゲンを主成分とした人工角膜実質開発
では､カナダ･ GriffithMらの架橋コラーゲンゲル(Science 1999)の研究が先行しているが､
臨床応用の例はなく､力学特性や移植後の組織統合性等に課題があることが指摘されている｡
本論文では生体角膜に存在するコラーゲンの線維構造に着目し､角膜実質移植材料の開発を試
みた｡特に流動を印可することによりコラーゲン構造を自在に制御し､良好な光学特性とユニー
クな力学特性を備えたコラーゲンゲルを作製できることを見出したo他に強磁場やエレクトロス
ピニングといったコラーゲン構造制御方法も存在するが､大掛かりな装置が必要とされ､本手法
の方が工業的に有利である｡また流動を利用することによりコラーゲンの配向を促す研究も過去
にあるが､表面にコーティングしたものが多く､ピンセットで扱えるかたちの透明なマテリアル
は見出されていなかった｡このように本論文で見出した手法は工学的に新規性と進歩性が十分に
認められるものである｡
これまで角膜実質中の=･ラーゲン線経の構造や配向はその特異的な透明性に関連していると
の考え方が主流であったが､コラーゲンの配向はその力学特性にも大きな影響を与えていること
を実験的に示しており､眼科分野に新たな知見を与えたoまた有効性の評価としてコラーゲンゲ
ル上での細胞培養や移植を試みているが､良好な細胞接着性と生体親和性が認められ､コラーゲ
ンを主成分とする選択の妥当性が確認できているoしかしながら実際に臨床で行われている表層
角膜移植を試みたところ､角膜上皮部位の再生が完全ではなく､改善の余地があることが分かっ
た｡表層角膜移植に使用するにはまだ課題があるが､有効性評価で得られた結果から穿孔した角
膜実質-の充填剤等の利用法であれば臨床応用できる可能性が十分にあり､大きな進歩と言える｡
よって,本論文は博士(医学)の学位論文として合格と認めるo
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